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IV   HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Penelitian Pendahuluan 
Penelitian pendahuluan ini dilakukan untuk memperoleh formulasi terbaik 
sol-gel terbaik serta komponen-komponen lain yang dapat mempengeruhi 
kualitas biosensor. Pada penelitian pendahuluan ini dilakukan beberapa tahap 
yaitu konfirmasi kerja enzim asetilkolinesterase, pemilihan jenis kertas sebagai 
platform biosensor, jenis katalis sol-gel, rasio molar TEOS:H2O terbaik serta 
konsentrasi NaOH terbaik. Konfirmasi kerja enzim asetilkolinesterase 
dilakukan untuk mengetahui adanya reaksi antara enzim dengan substrat 
kromogenik yang digunakan yaitu indoxyl acetate yang ditandai dengan 
terbentuknya produk indigo yang berwarna biru saat terjadi reaksi hidrolisis 
indoxyl acetate oleh enzim asetilkolinesterase. Pemilihan jenis kertas 
merupakan faktor yang penting karena kertas merupakan matriks atau 
platform yang digunakan sebagai media adsorpsi enzim. Jenis katalis pad sol-
gel juga berperan pada pembentukan pori-pori sol-gel yang digunakan 
sebagai media imobilisasi enzim. Sedangkan penelitian pendahuluan rasio 
molar TEOS:H2O dan konsentrasi NaOH digunakan untuk formulasi sol-gel 
terbaik sebagai media entrapment enzim asetilkolinesterase.  
 
4.1.1 Konfirmasi Kerja Enzim Asetilkolinesterase (AChE) 
Konfirmasi kerja enzim dilakukan untuk memastikan bahwa enzim 
asetilkolinesterase memiliki aktivitas untuk menghidrolisis indoxyl acetate 
sebagai substrat menjadi indoxyl. Ketika indoxyl bereaksi dengan udara maka 
akan terbentuk indigo carmine yaitu produk yang berwarna biru. Perubahan 




(a) Kontrol (tanpa substrat)   (b) Dengan Substrat  Indoxyl Acetate 5 mg/ml 






Berdasarkan Gambar 4.1 tersebut dapat diketahui pada kontrol (tanpa 
substrat indoxyl acetate)  tidak ada perubahan warna pada kertas Whatman. 
Hal ini dikarenakan tidak ada produk hasil pemecahan substrat kromogenik 
oleh enzim asetilkolinesterase. Sedangkan pada perlakuan (b) terjadi 
perubahan warna pada kertas Whatman menjadi biru. Hal ini disebabkan 
pada perlakuan tersebut terjadi reaksi hidrolisis substrat indoxyl acetate 
menjadi indigo carmine karena terjadi perubahan warna menjadi biru oleh 
enzim asetilkolinesterase. Sehingga dapat dikatakan bahwa enzim 
asetilkolinesterase yang digunakan dalam penelitian ini memiliki aktivitas 
untuk menghidrolisis substrat tersebut.  
 
4.1.2 Pemilihan Jenis Kertas  
Kertas merupakan bahan platform atau tempat adsorpsi enzim. Beberapa 
penelitian menyebutkan bahwa kertas Whatman merupakan salah satu 
material biopolimer yang telah banyak diterapkan untuk platform biosensor 
(Guan et al., 2015). Kelebihan kertas sebagai platform yaitu permukaannya 
mudah dimodifikasi, memiliki porositas yang baik untuk imobilisasi, serta 
bersifat biodegradable. Dengan demikian, pemilihan jenis kertas merupakan 
faktor yang penting pada pembuatan biosensor ini. Pada penelitian ini, 
beberapa jenis kertas yang diteliti yaitu kertas Whatman No. 1, Whatman No. 
41, Whatman No. 42 dan Whatman No. 91 sebagai platform biosensor.  
Indikator yang digunakan dalam pemilihan jenis kertas yang terbaik sebagai 
platform adalah hasil absorbansi buffer yang digunakan untuk merendam 
biosensor dengan platform dari berbagai jenis kertas tersebut. 
Langkah pertama yang dilakukan untuk mengetahui jenis kertas yang 
terbaik yaitu enzim asetilkolinesterase diambil sebanyak 5 µl dan diteteskan 
pada masing-masing kertas. Kemudian kertas dikeringkan pada suhu ruang 
selama 15 menit. Tujuannya yaitu agar enzim teradsorpsi atau terikat pada 
kertas. Selanjutnya kertas direndam dalam buffer Tris-Cl 20 mM pH 7,5  
sebanyak 210  µl selama 15 menit. Selanjutnya, hasil rendaman buffer 
tersebut diambil sebanyak 195 µl dan diteteskan dengan indoxyl acetate 
5mg/ml sebanyak 5 µl. Tujuan penambahan indoxyl acetate adalah agar 
bereaksi dengan enzim asetilkolinesterase yang tidak terikat dengan kertas 
sehingga menghasilkan warna biru. Intensitas warna biru tersebut diukur 
dengan menggukanan microplate reader pada panjang gelombang 630 nm 
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untuk mengetahui jumlah enzim yang tidak terikat dengan kertas yang 
disajikan pada Tabel 4.1.  
 
Tabel 4.1 Pengaruh Jenis Kertas Terhadap Hasil Absorbansi Buffer Rendaman   
Jenis Kertas Rerata Absorbansi pada 630 nm 
Whatman No. 1 0,051 
Whatman No. 41 0,058 
Whatman No. 42 0,074 
Whatman No. 91 0,065 
Keterangan: Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali 
ulangan 
 
Berdasarkan Tabel 4.1 diketahui bahwa rerata absorbansi terendah 
didapatkan pada kertas Whatman No. 1. Hal tersebut menunjukkan bahwa 
kertas Whatman No. 1 memiliki kemampuan untuk mengikat enzim paling baik 
dibandingkan kertas yang lain. Hal ini dikarenakan hasil absorbansi yang 
dihasilkan merupakan warna biru yang terbentuk dari hasil reaksi enzim 
asetilkolinesterase dengan indoxyl acetate. Warna biru tersebut berkorelasi  
dengan jumlah enzim yang tidak terikat atau enzim yang lepas saat dilakukan 
perendaman. Semakin rendah nilai absorbansi, maka warna biru yang 
dihasilkan semakin rendah hal tersebut menunjukkan semakin sedikit jumlah 
enzim asetilkolinesterase yang dapat memecah substrat kromogenik indoxyl 
acetate. Semakin sedikit jumlah enzim asetilkolinesterase yang tidak terikat 
dengan kertas maka semakin efektif kertas dalam mengikat enzim. Sehingga 
kertas Whatman No. 1 merupakan kertas yang memiliki kemampuan lebih 
baik untuk mengikat enzim dibandingkan dengan jenis kertas yang lain.  
Perbedaan kemampuan kertas dalam mengikat enzim ini dikarenakan 
adanya perbedaan bahan baku pada kertas yang digunakan. Pada kertas 
Whatman No. 1 dan dan No. 92  terbuat dari bahan baku selulosa, sedangkan 
kertas Whatman No. 41, No. 42, terbuat dari serat kapas. Selulosa memiliki 
gugus hidroksil yang dapat berikatan dengan enzim (Sakti, 2017). Sedangkan 
ikatan antara serat kapas dan enzim lebih lemah daripada selulosa. Menurut 
penelitian yang dilakukan oleh Goncalves et al. (2014), menyatakan bahwa 
enzim β-D-fruktofuranosidase yang diimobilisasi pada kertas Whatman yang 
berbahan baku selulosa memiliki aktivitas enzim lebih tinggi yaitu 55,27% 





4.1.3  Jenis Katalis Sol-gel  
Katalis pada sol-gel memiliki tujuan untuk mempercepat proses 
pembentukan silika sol-gel. Perubahan pH pada permukaan silika dengan 
menggunakan asam atau basa sebagai katalis dapat meningkatkan proses 
hidrolisis atau kondensasi. Jenis katalis asam cenderung meningkatkan 
proses kondensasi dan menghasilkan ukuran pori-pori sol-gel yang lebih kecil 
serta struktur yang kompak. Jenis asam yang sering digunakan untuk katalis 
sol-gel adalah HCl, H2SO4  dan H3PO4. Sedangkan jenis katalis basa seperti 
NaOH dan NH3 cenderung mempercepat proses nukleasi pada hidrolisis 
TEOS yang menghasilkan pori-pori sol-gel lebih besar (Milea et al., 2011).  
Pada penelitian pendahuluan digunakan formulasi sol-gel yang mengacu 
pada penelitian Oujii et al. (2013) dengan komposisi sebagai berikut TEOS 2 
ml, H2O 0,5 ml, ethanol 0,5 ml, HCl  25 µl. Berdasarkan formulasi tersebut, 
diketahui bahwa katalis yang digunakan yaitu katalis asam berupa HCl. 
Secara visual, setelah 48 jam proses aging hasil sol-gel yang didapatkan yaitu 
struktur sol-gel yang kompak. Akan tetapi, ketika diberikan substrat 
kromogenik indoxyl acetate reaksi perubahan warna yang terjadi cukup lama 
yaitu kurang lebih 4-5 jam. Hal ini dikarenakan struktur silika dengan katalis 
asam memiliki pori-pori yang kecil sehingga jumlah enzim asetilkolinesterase 
yang terperangkap berkurang serta substrat akan berdifusi di dalam sol-gel 
tersebut sehingga reaksi perubahan warna menjadi lama. Waktu respon yang 
lama ini dapat mengakibatkan performansi biosensor menjadi berkurang. 
Sehingga untuk meningkatkan sol-gel ini diganti dengan menggunakan 
formulasi berdasarkan Kaur et al. (2014), dengan formulasi sol-gel sebagai 
berikut 50 µl TEOS, 60 µl H2O deionisasi, ethanol 570 µl dan NaOH 5 mM 
sebanyak 10 µl. Berdasarkan formulasi tersebut, jenis katalis yang digunakan 
adalah katalis basa jenis NaOH dan didapatkan perubahan warna antara 
enzim enzim asetilkolinesterase dengan substrat kromogenik indoxyl acetate 
selama 20 menit. Hal tersebut jauh lebih efektif dibandingkan dengan 
formulasi sebelumnya yang menggunakan katalis asam. Hal ini dikaitkan 
dengan katalis basa  dapat mempercepat proses nukleasi TEOS pada saat 
hidrolisis silika dan ukuran silika yang terbentuk semakin kecil dan pori-pori 
antar silika yang dihasilkan semakin besar. Pori-pori antar silika inilah yang 
digunakan sebagai media entrapment enzim sehingga semakin besar pori-pori 
antar silika maka jumlah enzim yang terperangkap semakin banyak 
(Vamavakiki et al., 2005). Berikut merupakan gambar visualisasi perbedaan 
jenis katalis terhadap ukuran partikel TEOS serta pori-pori antar partikel yang 
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terbentuk. Partikel silika yang terbentuk disimbolkan dengan bentuk bulat 




               (a) Katalis Asam   (b) Katalis Basa  
Gambar 4.2 Visualisasi Ukuran Partikel TEOS dan Pori-pori Antar Partikel 
Berdasarkan Jenis Katalis 
4.1.4 Rasio Molar TEOS:H2O 
Pada penelitian pendahuluan tahap ini dilakukan untuk mengetahui rasio 
molar terbaik antara TEOS dengan H2O. Tujuan dari penelitian pendahuluan 
ini adalah untuk mencari rasio molar TEOS dengan H2O terbaik yang akan 
digunakan sebagai data pusat atau center pada rancangan Response Surface 
Methodology (RSM). Berikut merupakan grafik pengaruh rasio molar 




Gambar 4.3 Pengaruh Rasio Molar TEOS:H2O Terhadap Aktivitas Relatif Enzim 
Asetilkolinesterase Terimobilisasi (%) 
 
 
Berdasarkan Gambar 4.3 didapatkan hasil bahwa rasio TEOS:H2O adalah 
1:8. Saat rasio molar lebih dari 1:8, aktivitas relatif enzim yang terimobilisasi 
cenderung  lebih rendah. Sedangkan pada nilai rasio molar kurang dari 1:8 
memiliki aktivitas relatif enzim terimobilisasi juga cenderung menurun. Pada 
proses pembentukan TEOS pada sol-gel, H2O berperan sebagai agen cross-



































Rasio Molar TEOS:H2O 
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Sehingga semakin banyak H2O yang digunakan pada formulasi sol-gel maka 
semakin banyak cabang yang terbentuk. Hal ini menyebabkan enzim menjadi 
terbatas  untuk masuk ke dalam matriks sol-gel tersebut (Sakka, 2005). Hal 
tersebut juga hampir sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Biro et al. 
(2016),  rasio molar TEOS:H2O 1:7 merupakan perbandingan rasio molar 
terbaik untuk media imobilisasi enzim β-D-galaktosidase untuk biosensor 
dengan teknik kolorimetri. 
Selain itu, menurut Vidinha et al. (2006), meningkatnya kandungan H2O 
pada sol-gel dapat meningkatkan reaksi hidrolisis. Kemudian, ketika reaksi 
hidrolisis selesai akan dihasilkan produk berupa ethanol. Pada stokiometri 
reaksi hidrolisis pembentukan silika dapat diketahui bahwa setiap 1 mol TEOS 
yang dihidrolisis oleh 4 mol H2O akan menghasilkan produk berupa 4 mol 
ethanol. Sehingga ketika jumlah H2O pada formulasi sol-gel meningkat maka 
akan diikuti oleh meningkatnya jumlah ethanol sebagai produk reaksi. 
Tingginya jumlah ethanol akan berdampak pada denaturasi enzim sehingga 
aktivitas relatif enzim tersebut menjadi berkurang. Berikut merupakan reaksi 
hidrolisis TEOS atau silika oleh H2O. 
 
Reaksi Hidrolisis  Si(OC2H5)4 + 4H2O Si(OH4) + 4 EtOH 
 
Pada penelitian pendahuluan tersebut dapat diketahui bahwa aktivitas 
relatif enzim terimobilisasi yang paling baik terdapat pada rasio molar 
TEOS:H2O 1:8 sehingga rasio molar tersebut dijadikan nilai center dalam 
rancangan Response Surface Methodology (RSM). Sedangkan data minimum 
yang digunakan yaitu rasio molar TEOS:H2O dengan perbandingan 1:4 dan 
data maksimum yaing digunakan adalah1:12 (interval setiap level 1:4). Hal ini 
dikarenakan TEOS akan terhidrolisis secara sempurna apabila 1 mol TEOS 
dihodrolisis dengan 4 mol H2O. Pada rasio molar TEOS:H2O adalah 1:4 maka 
silika pada TEOS akan terbentuk struktur 3 dimensi yang cocok digunakan 
untuk imobilisasi biomolekul seperti enzim, antibodi, jaringan, dan lain-lain  
(Brinker dan Scherer, 2003). 
 
4.1.5 Konsentrasi NaOH (mM) 
NaOH merupakan salah satu jenis katalis basa yang berfungsi untuk 
mempercepat reaksi hidrolisis dalam pembentukan silika. Pada penelitian 
pendahuluan dengan faktor yang diteliti yaitu konsentrasi NaOH 
menggunakan tingkatan konsentrasi 1, 2,3, 4 dan 5 mM. Tujuan dari 
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penelitian pendahuluan ini adalah untuk mencari konsentrasi NaOH terbaik 
yang akan digunakan sebagai data pusat atau center pada rancangan 
Response Surface Methodology (RSM). Berikut merupakan grafik pengaruh 
konsentrasi NaOH (mM) terhadap aktivitas relatif  enzim asetilkolinesterase 
yang terimobilisasi (%). 
 
Gambar 4.4 Pengaruh Konsentrasi NaOH (mM) Terhadap Aktivitas Relatif Enzim 
Asetilkolinesterase Terimobilisasi (%) 
 
 
Berdasarkan Gambar 4.4 dapat dilihat bahwa terdapat terdapat 
kecenderungan semakin tinggi konsentrasi NaOH maka aktivitas relatif enzim 
semakin tinggi. Hal ini dikarenakan seiring dengan tingginya konsentrasi 
NaOH akan menyebabkan pori-pori sol-gel menjadi lebih besar sehingga 
memudahkan enzim untuk terperangkap masuk ke dalam sol-gel. Hal ini 
dikarenakan hidrolisis TEOS oleh H2O merupakan reaksi substitusi nukleofilik. 
Pada katalis basa seperti NaOH, gugus hidroksil (OH-) dari NaOH akan 
menggantikan gugus ethoksi TEOS. Hal tersebut menyebabkan laju hidrolisis 
semakin cepat seiring dengan semakin cepatnya gugus ethoksi TEOS yang 
tergantikan. Proses hidrolisis TEOS yang semakin cepat akan menyebabkan 
ukuran partikel TEOS yang dihasilkan semakin kecil sehingga ukuran pori-pori 
antar partikel TEOS semakin besar. Ukuran pori-pori matriks yang besar dapat 
menjadi media yang efektif untuk imobilisasi enzim. Hal ini dikarenakan 
ukuran pori-pori antar partikel silika yang besar dapat menyebabkan enzim 
lebih mudah masuk ke dalam matriks serta akses antara substrat dan enzim 
menjadi lebih mudah berikatan. Selain itu, kelebihan dari ukuran pori antar 
partikel yang besar dapat menstabilkan konformasi enzim dibandingkan 








































Pada penelitian pendahuluan tersebut dapat diketahui bahwa aktivitas 
relatif enzim terimobilisasi yang paling baik terdapat pada konsentrasi NaOH 4 
mM sehingga rasio molar tersebut dijadikan nilai center dalam rancangan 
Response Surface Methodology (RSM). Sedangkan untuk data minimum yang 
digunakan untuk faktor konsentrasi NaOH adalah 3 mM dan data maksimum 5 
mM.  
 
4.2 Penelitian Utama 
Penelitian utama ini dilakukan unuk mengetahui pengaruh rasio molar 
TEOS:H2O serta konsentrasi NaOH terhadap jumlah dan aktivitas relatif enzim 
terimobilisasi. Analisa jumlah enzim serta aktivitas relatif enzim terimobilisasi 
dilakukan untuk mengetahui efektivitas imobilisasi enzim. Di mana semakin  
tinggi jumlah dan aktivitas relatif enzim terimobilisasi tersebut maka semakin 
efektif sol-gel dalam mengimobilisasi enzim asetilkolinesterase dan 
meningkatkan kualitas biosensor pendeteksi pestisida (Souza et al., 2014). 
Selain itu, pada penelitian utama dilakukan analisa mengenai uji kualitas 
biosensor yang meliputi waktu respon, limit deteksi, uji stabilitas terhadap 
suhu, uji stabilitas terhadap waktu serta uji pada sampel sayuran. 
 
4.2.1 Hasil Analisa Respon  
Formulasi sol-gel merupakan faktor yang sangat penting dalam imobilisasi 
enzim. Untuk mengoptimalkan formulasi tersebut, maka dilakukan penelitian 
dengan faktor yang diteliti yaitu rasio molar TEOS dan H2O  serta konsentrasi 
NaOH sebagai media imobilisasi enzim asetilkolinesterase dilihat dari 
karakteristik jumlah enzim terimobilisasi (yield) serta aktivitas relatif enzim. 
Berikut merupakan hasil analisa respon rancangan Response Surface 













Tabel 4.2  Hasil Analisa Respon Rancangan Response Surface Methodology  
Std. Variabel Kode Respon 















1 -1 -1 63,64 54,04 
2  1 -1 54,55 52,91 
3 -1 1 54,55 52,91 
4 1 1 72,73 60,76 
5 -1,414 0 59,09 45,07 
6 1,414 0 63,64 51,79 
7 0 -1,414 59,09 54,04 
8 0 1,414 50,00 58,52 
9 0 0 72,73 63,00 
10 0 0 86,36 74,22 
11 0 0 81,82 67,49 
12 0 0 77,27 65,25 
13 0 0 77,27 61,88 
Keterangan: Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Gambar 4.5 Pengaruh Rasio Molar TEOS:H2O dan Konsentrasi NaOH Terhadap 
Jumlah Enzim Asetilkolinesterase Terimobilisasi (%) 
 
Pada Tabel 4.2 merupakan tabel yang menjelaskan pengaruh rasio molar 
TEOS:H2O dan konsentrasi NaOH terhadap jumlah enzim asetilkolinesterase 
terimobilisasi (%). Sedangkan pada Gambar 4.5 merupakan sajian data 
dalam bentuk grafik. Pada grafik dengan keterangan 1:8; 4 merupakan data 
central yang berarti rasio molar TEOS:H2O adalah 1:8 dan konsentrasi NaOH 
4 mM.  Data central tersebut diulang sebanyak 5 kali dalam 13 rancangan 
RSM. Data central tersebut cenderung menunjukkan hasil yang lebih tinggi 





































































































data central berkisar antara 72,73% hingga 86,36%. Jumlah enzim yang 
terimobilisasi tersebut lebih tinggi jika dibandingkan dengan literatur yaitu 
penelitian yang dilakukan oleh Lu et al. (2009), yang melakukan imobilisasi 
enzim tripsin pada sol-gel dengan prekursor silika berupa TEOS 0,1 ml; H2O 
deionisasi; PEG 6000 0,1 ml; dam H3PO4 1 M sebanyak 2µl. Hasil jumlah 
enzim tripsin yang terimobilisasi pada penelitian tersebut berkisar antara 59,9-
67,7%. Hal ini mungkin dikarenakan adanya penambahan PEG 6000 yang 
berfungsi sebagai stabilizer sol-gel akan memberikan dampak pada sol-gel 
yaitu membuat ukuran partikel silika semakin besar karena PEG akan 
menyelubungi partikel silika tersebut sehingga ukurannya semakin besar 
(Souza et al., 2014). 
Pada Gambar 4.6 merupakan hasil dari pengaruh rasio molar TEOS:H2O 
dan konsentrasi NaOH (mM) terhadap aktivitas relatif enzim 
asetilkolinesterase (%). 
 
Gambar 4.6 Pengaruh Rasio Molar TEOS:H2O dan Konsentrasi NaOH Terhadap 
Aktivitas Relatif Enzim Asetilkolinesterase Terimobilisasi (%) 
 
Pada Gambar 4.6 dengan keterangan 1:8; 4 merupakan data central yang 
berarti rasio molar TEOS:H2O adalah 1:8 dan konsentrasi NaOH 4 mM.  Data 
central tersebut diulang sebanyak 5 kali dalam 13 rancangan RSM. Data 
central tersebut cenderung menunjukkan hasil yang lebih tinggi daripada 
rancangan lain. Aktivitas relatif enzim asetilkolinesterase terimobilisasi pada 
data central berkisar antara 61,88% hingga 74,22%. Pada literatur yaitu 
Anitha (2004), aktivitas relatif enzim asetilkolinesterase yang diimobilisasi 
pada sol-gel dengan prekursor etiltrimetoksisilane (ETMS) yaitu 66,90%. 



















































enzim dari data central tertinggi yaitu 74,22%. Hal ini dapat dikatakan bahwa 
enzim asetilkolinesterase lebih baik diimobilisasi pada media sol-gel TEOS 
daripada ETMS. Hal ini dikarenakan ETMS memiliki rantai yang lebih 
bercabang dibandingkan dengan TEOS (Sakka, 2005). 
Setelah didapatkan data tersebut maka dilakukan pemilihan model yang 
sesuai untuk menentukan respon optimum didasarkan pada jumlah kuadrat 
urutan model (Sequential Model Sum of Squares), ringkasan model statistik 
(Model Summary Statistic), serta uji ketidaktepatan model statistik (Lack of Fit 
Test). 
 
4.3 Hasil Analisa Optimasi Jumlah Enzim Terimobilisasi 
4.3.1. Analisis Pemilihan Model Statistik 
Analisis pemilihan model statistik dilakukan untuk menentukan model yang 
sesuai dalam menggambarkan signifikansi dari hasil penelitian yang 
diperoleh. Analisis pemilihan model didasarkan pada uraian jumlah kuadrat 
(Sequential Model Sum of Squares), pengujian ketidaktepatan model (Lack of 
Fit Test) dan ringkasan model statistik (Summary of Statistic). Beberapa jenis 
model yang bisa digunakan dalam program Design Expert antara lain: model 
linear, interaksi 2 faktor (2FI), Quadratic dan model Cubic.  
 
1. Pemilihan Model berdasarkan Jumlah Kuadrat (Sequential Model Sum 
of Squares) 
Pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat didasarkan pada nilai 
tertinggi derajat polinomial dengan syarat model diterima apabila nilai p<0.05 
(peluang kesalahan dari model adalah kurang dari 5%) yang berarti model 
berpengaruh nyata terhadap respon. Dari analisis Sequential Model Sum of 
Squares didapatkan model yang dapat dipilih untuk menggambarkan 
fenomena pengaruh rasio molar dan konsentrasi NaOH terhadap jumlah 
enzim termobilisasi yang dihasilkan. Pengamatan model bentuk Quadratic 
yang memiliki nilai p 0,0016 (0.16%) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan dari model kurang dari 5% yang berarti model Quadratic memiliki 
pengaruh yang nyata (signifikan) terhadap respon sehingga model Quadratic 
merupakan desain terbaik dan terpilih “Suggested” berdasarkan uraian jumlah 
kuadrat. Dari analisis tersebut didapatkan desain model kuadratik sebagai 
model terpilih (Suggested). Hasil analisa dari pemilihan model berdasarkan 




2. Pemilihan Model Berdasarkan Pengujian Ketidaktepatan Model  
Pemilihan model yang kedua adalah berdasarkan pengujian ketidaktepatan 
model (Lack of Fit Test). Gaspersz (1992) menyatakan bahwa kriteria utama 
ketepatan model adalah berdasarkan ketidaktepatan model (lack of fit test), 
karena suatu model dianggap tepat jika pada uji ketidaktepatan model bersifat 
tidak nyata (not significant) secara statistik dan dianggap tidak tepat untuk 
menjelaskan suatu permasalahan dari suatu analisis yang dikaji jika 
ketidaktepatan model bersifat nyata (significant) secara statistik. Berbeda 
dengan kriteria pemilihan model sebelumnya, kriteria pemilihan model 
berdasarkan ketidaktepatan model ditentukan dengan nilai p>5%, dimana 
model diterima jika memiliki nilai p>5% yang berarti ketidaktepatan model 
bersifat tidak signifikan terhadap respon. Nilai p pada analisis ketidaktepatan 
untu model Quadratic menunjukkan hasil sebesar 0,5047 (50,47%) yang 
berarti ketidaktepatan model Quadratic tersebut berpengaruh tidak nyata 
terhadap respon, sehingga model Quadratic diterima (suggested).Perhitungan 
hasil pemilihan model berdasarkan pengujian ketidaktepatan model disajikan 
pada Lampiran 5. 
 
3. Pemilihan Model Berdasarkan Ringkasan Model Statistik 
Pemilihan model ketiga adalah berdasarkan analisis ringkasan model 
statistik (model summary statistic), yaitu analisa perhitungan kesimpulan dari 
perhitungan sebelumnya. Menurut Montgomery (2001), penentuan model 
yang terbaik difokuskan pada nilai adjusted R2 dan Predicted R2 yang 
maksimal. Pemilihan model juga difokuskan pada nilai PRESS (Prediction 
Error Sum of Squares) yang paling minimal (Draper and Smith, 1998).  
Parameter statistik yang digunakan untuk memilih  model yang tepat 
adalah model yang memiliki standar deviasi dan PRESS yang terendah. 
Standar deviasi dan PRESS yang rendah menunjukkan bahwa tingkat 
keragaman dan prediksi kesalahan jumlah kuadrat rendah. Berdasarkan 
perhitungan, standar deviasi terendah dimiliki oleh model Quadratic. Model 
quadratic memiliki standar deviasi 4,967 dan PRESS sebesar 663,090 yang 
membuat model ini berstatus Suggested (disarankan untuk dipilih).  
Model quadratic memiliki nilai R2 sebesar 0,872 yang menunjukkan bahwa 
faktor konsentrasi rasio molar dan konsentrasi NaOH pada penelitian 
memberikan pengaruh sebesar 87,2% pada keragaman respon jumlah enzim 
termobilisasi sedangkan sisanya sebesar 12,8% dipengaruhi faktor lain yang 
tidak dimasukkan dalam model. Nilai Adjusted R2 sebesar 0,781 yang berarti 
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keeratan hubungan antara rasio molar dan konsentrasi NaOH terhadap 
respon jumlah enzim termobilisasi sebesar 78,1%. Analisis model 




4.3.2 Analisis Ragam (ANOVA) dari RSM pada Respon Jumlah Enzim 
Terimobilisasi 
Setelah didapatkan model terpilih yaitu model Quadratic, maka dilakukan 
analisa ragam (ANOVA) digunakan untuk menganalisa tingkat keakuratan 
model terpilih berdasarkan nilai analisa ragam terhadap model dan nilai Lack 
of Fit.  Selain itu, analisa ragam ini juga dapat menjelaskan hubungan antara 
variabel X1 (rasio molar TEOS dan H2O) dan X2 (konsentrasi NaOH) terhadap 
respon Y1 (jumlah enzim termobilisasi) disajikan pada Tabel 4.3. 
Menurut Montgomery (2009), model dinyatakan signifikan atau 
berpengaruh nyata terhadap respon apabila nilai P kurang dari 0,05 (5%). 
Pada penelitian ini, analisa ragam model ditunjukkan dengan nilai P 0,0038 
sehingga model dinyatakan signifikan. Sedangkan untuk nilai Lack of fit atau 
ketidaktepatan pengujian dinyatakan tidak signifikan apabila nilai P lebih besar 
dari 0,05. Pada Tabel 4.3, nilai Lack of Fit yang ditunjukkan yaitu 0,4633. 
Sehingga berdasarkan nilai analisa ragam model dan Lack of Fit  tersebut 
menunjukkan bahwa model Quadratic sesuai dengan seluruh nilai rancangan.  
Interaksi antara Rasio molar  TEOS dan H2O (kuadrat) dan Konsentrasi 
NaOH berpengaruh positif dan signifikan terhadap  jumlah enzim 
termobilisasi, sehingga dapat dinyatakan apabila interaksi antara  Rasio molar 
(kuadrat) dan konsentrasi NaOH  meningkat maka jumlah enzim termobilisasi 
akan semakin banyak. Rasio molar TEOS dan H2O (kuadrat)  pada Tabel 4.5 
menunjukkan pengaruh yang positif dan signifikan terhadap respon yang 
diperoleh. Hal tersebut terjadi karena semakin besar rasio molar yang 
diberikan, jumlah enzim termobilisasi juga semakin meningkat sampai batas 













Kuadrat Db Mean Kuadrat Nilai F 
Nilai P 
Prob>F Keterangan 
Model 1426,15 5 285,23 10,410 0.0038 significant 
A 30,11 1 30,11  1,100 0.3294 not significant 
B   1,77 1   1,77  0,065 0.8065 not significant 
AB 185,95 1 185,95  6,790 0.0352 significant 
A
2
 446,48 1 446,48 16,300 0.0050 significant  
B
2
 907,32 1 907,32 28,110 0.0007 significant 
Residual 191,78 7 27,40 
   Lack of Fit 84,34 3 28,11 1,05 0.4633 not significant 
Pure Error 107,44 4 26,86 
   Cor Total 1617,93 12 
    Keterangan: A = Variabel X1 (rasio molar TEOS dan H2O)) 
  B = Variabel X2 (konsentrasi NaOH (mM)) 




 = interaksi antar perlakuan 
 
Hal ini juga sesuai dengan literatur yaitu Altstein et al. (1998), yang meneliti 
pengaruh rasio molar terhadap aktivitas relatif enzim. Pada penelitian tersebut 
menjelaskan bahwa rasio molar  1:4,1:6,1:8,1:10,1:12,1:14, dan 1:16 terdapat 
kecenderungan terjadi peningkatan jumlah enzim asetilkolinesterase 
terimobilisasi seiring meningkatnya rasio molar sampai 1:10 kemudian diikuti 
oleh penurunan  pada rasio molar 1:12, 1:14, dan 1:16. Pada proses 
pembentukan TEOS atau silika pada sol-gel H2O berperan sebagai agen -
cross-linking atau molekul yang membentuk cabang atau ikatan silang pada 
sol-gel. Sehingga semakin banyak H2O yang digunakan pada formulasi sol-gel 
maka semakin banyak cabang yang terbentuk. Hal ini menyebabkan enzim 
menjadi terbatas  untuk masuk ke dalam matriks sol-gel tersebut (Sakka, 
2005).  
Selain itu, penurunan jumlah penurunan enzim terimobilisasi tersebut 
dikaitkan dengan semakin tinggi jumlah ethanol sebagai produk yang 
dilepaskan pada saat reaksi hidrolisis sol-gel. Tingginya konsentrasi ethanol 
berbanding lurus dengan konsentrasi H2O yang ada di dalam formulasi sol-
gel. Menurut Shin et al. (2001), ethanol dapat mengganggu struktur air pada 
daerah hidrofobik enzim asetilkolinesterase. Hal tersebut menyebabkan 
ketidakstabilan konformasi enzim sehingga dapat menurunkan aktivitas relatif 
enzim asetilkolinesterase tersebut. 
 




Konsentrasi NaOH (kuadrat) pada Tabel 4.3 juga menunjukkan pengaruh 
yang positif dan signifikan terhadap respon yang diperoleh. Hasil tersebut 
bermakna bahwa penambahan konsentrasi NaOH akan meningkatkan jumlah 
enzim termobilisasi sampai pada batas tertentu, dan apabila dilakukan 
penambahan kembali maka respon jumlah enzim termobilisasi justru akan 
menurun. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Vamavakaki et al. (2005), 
menjelaskan bahwa semakin tinggi konsentrasi NaOH maka menyebabkan  
pori-pori sol-gel semakin besar. Hal ini berkaitan dengan gugus hidroksil pada 
NaOH akan mempercepat pergantian gugus ethoksi pada TEOS dalam reaksi 
hidrolisis. Semakin cepat reaksi hidrolisis TEOS, maka ukuran partikel yang 
dihasilkan menjadi kecil. Akibat dari ukuran partikel TEOS yang kecil 
menyebabkan pori sol-gel semakin besar dan jumlah enzim yang 
terperangkap akan semakin banyak. Berdasarkan pernyataan tersebut dapat 
disimpulkan bahwa terdapat korelasi antara konsentrasi NaOH dengan jumlah 
enzim yang terperangkap. 
 
4.3.3. Pengaruh Rasio Molar dan Konsentrasi NaOH terhadap Respon 
Jumlah Enzim Termobilisasi 
Grafik respon digunakan untuk mempermudah gambaran dalam 
mengetahui pengaruh variabel terhadap respon enzim termobilisasi. Respon 
enzim termobilisasi digambarkan dalam kurva 3 dimensi dan kontur plot. 
Kontur plot adalah plot 2 dimensi yang merupakan irisan melintang kurva 3  
dimensi. Kontur plot berguna untuk menganalisa efek interaksi antar faktor 
pada respon (Hasan et al. 2009).  
Gambar 4.7 menggambarkan kurva 3 dimensi dan kontur plot untuk 
optimasi media sol-gel untuk imobilisasi enzim asetilkonolinesterase. Gambar 
menggambarkan efek dari dua parameter pada jumlah enzim termobilisasi. 
Nilai-nilai yang tertera pada kotak yang ada di kontur plot mengindikasikan 
jumlah enzim termobilisasi  pada berbagai kondisi proses optimasi yang dikaji. 
Gambar 4.7 memperlihatkan bahwa bentuk kurva saddle shape yang 
menggambarkan kemungkinan dari variabel pada poin maksimum dan 












Gambar 4.7 (b) kurva permukaan respon (3 dimensi) Rasio Molar dan Konsentrasi 
NaOH terhadap Respon Jumlah Enzim Termobilisasi 
 
Sumbu x dan sumbu y pada Gambar 4.7 (a) menunjukkan variabel yang 
dioptimasi. Sumbu x menunjukkan variabel rasio molar TEOS dan H2O, 
sedangkan sumbu y menunjukkan variabel konsentrasi NaOH. Garis-garis 
melingkar menunjukkan respon. Respon optimal ditandai dengan adanya 
bendera (flag) yang berada di tengah kontur yang menunjukkan keterangan 
titik optimal yang terletak pada titik (node) yang ditunjukkan pada bendera 
tersebut. Pada kontur plot, jumlah enzim termobilisasi optimum ditunjukkan 




Gambar 4.7 (a) Kontur Plot 




4.3.4. Penentuan Kondisi Optimum Respon Jumlah Enzim Terimobilisasi 
Software Design Expert 7.1.5 digunakan untuk mengidentifikasi kombinasi 
terbaik dari parameter formulasi sol-gel yang digunakan untuk mengoptimasi 
jumlah enzim terimobilisasi dan aktivitas relatif enzim terimobilisasi. 
Desirability merupakan suatu metode yang digunakan untuk menjelaskan 
seberapa baik solusi optimal yang ditawarkan agar sesuai dengan tujuan dari 
respon (Laluce et al. 2009). Nilai desirability 1 mengindikasikan the perfect 
case, tetapi nilai desirability 0 mengindikasikan respon harus dibuang (Laluce 
et al. 2009). Pada penelitian ini, solusi optimal yang ditawarkan oleh model 
adalah rasio molar sebesar 1:8,58 (TEOS:H2O) dan konsentrasi NaOH 
sebesar 4,09 (mM) untuk prediksi respon sebesar 79,155%, dengan nilai 
desirability 0,77. Titik optimum masing-masing variabel merupakan titik 
stasioner yang diduga merupakan respon optimum. 
Berdasarkan pengolahan data menggunakan Design Expert 7.1.5, 
persamaan model regresi kuadratik terbentuk dari variabel X1, dan X2 yang 
dibangun dari model terpilih dalam bentuk persamaan kode yaitu :  
Y1 = 81,67 + 3,53X1 – 0,55X2 + 6,48X1X2 – 5,71X1
2 – 10,57X2
2 
Variabel aktual dijumpai juga pada program Design Expert. Bentuk 
persamaannya disebut persamaan aktual, yaitu:  
 Y1 = -63,245 + 0,106X1 + 71,026X2 + 1,620X1X2 – 0,357X1
2 – 10,567X2
2   
Persamaan tersebut merupakan model terbaik untuk menerangkan 
hubungan antara respon dengan variabel bebas yang diberikan (rasio molar 
TEOS:H2O dan konsentrasi NaOH).  Berdasarkan persamaan variabel aktual 
tersebut dapat disimpulkan bahwa rasio molar TEOS dan H2O (X1) dan 
konsentrasi NaOH (X2) berpengaruh pada aktivitas relatif enzim. Hal ini dapat 
dilihat dari kedua faktor (X1 dan X2) tersebut memiliki tanda positif dalam 
persamaan variabel aktual. 
 
4.4 Hasil Analisa Optimasi Aktivitas Relatif Enzim 
4.4.1 Analisis Pemilihan Model Statistik 
Analisis pemilihan model statistik dilakukan untuk menentukan model yang 
sesuai dalam menggambarkan signifikansi dari hasil penelitian yang 
diperoleh. Analisis pemilihan model didasarkan pada uraian jumlah kuadrat 
(Sequential Model Sum of Squares), pengujian ketidaktepatan model (Lack of 
Fit Test) dan ringkasan model statistik (Summary of Statistic). Beberapa jenis 
model yang bisa digunakan dalam program Design Expert antara lain: model 




1. Pemilihan Model berdasarkan Jumlah Kuadrat (Sequential Model Sum 
of Squares) 
Pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat didasarkan pada nilai 
tertinggi derajat polinomial dengan syarat model diterima apabila nilai p<0.05 
(peluang kesalahan dari model adalah kurang dari 5%) yang berarti model 
berpengaruh nyata terhadap respon. Dari analisis Sequential Model Sum of 
Squares didapatkan model yang dapat dipilih untuk menggambarkan 
fenomena pengaruh rasio molar TEOS dan H2O dan konsentrasi NaOH 
terhadap aktivitas relatif enzim yang dihasilkan. Pengamatan model 
selanjutnya adalah bentuk Quadratic yang memiliki nilai p 0,0214 (2,14%) 
yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan dari model kurang dari 5% yang 
berarti model Quadratic memiliki pengaruh yang nyata (signifikan) terhadap 
respon sehingga model Quadratic merupakan desain terbaik dan terpilih 
“Suggested” berdasarkan urain jumlah kuadrat. Hasil analisa model 
berdasarkan jumlah kuadrat ditampilkan pada Lampiran 6. 
 
2. Pemilihan Model Berdasarkan Pengujian Ketidaktepatan Model  
Pemilihan model yang kedua adalah berdasarkan pengujian ketidaktepatan 
model (Lack of Fit Test). Gaspersz (1992) menyatakan bahwa kriteria utama 
ketepatan model adalah berdasarkan ketidaktepatan model (lack of fit test), 
karena suatu model dianggap tepat jika pada uji ketidaktepatan model bersifat 
tidak nyata (not significant) secara statistik dan dianggap tidak tepat untuk 
menjelaskan suatu permasalahan dari suatu analisis yang dikaji jika 
ketidaktepatan model bersifat nyata (significant) secara statistik. Berbeda 
dengan kriteria pemilihan model sebelumnya, kriteria pemilihan model 
berdasarkan ketidaktepatan model ditentukan dengan nilai p>5%, dimana 
model diterima jika memiliki nilai p>5% yang berarti ketidaktepatan model 
bersifat tidak signifikan terhadap respon. Nilai p pada analisis ketidaktepatan 
model pada untuk model Quadratic menunjukkan hasil sebesar 0,0750 
(7,50%) yang berarti ketidaktepatan model Quadratic tersebut berpengaruh 
tidak nyata terhadap respon, sehingga model Quadratic diterima (suggested). 
Perhitungan hasil pemilihan model berdasarkan pengujian ketidaktepatan 






3. Pemilihan Model Berdasarkan Ringkasan Model Statistik 
Pemilihan model ketiga adalah berdasarkan analisis ringkasan model 
statistik (model summary statistic), yaitu analisa perhitungan kesimpulan dari 
perhitungan sebelumnya. Menurut Montgomery (2001), penentuan model 
yang terbaik difokuskan pada nilai adjusted R2 dan Predicted R2 yang 
maksimal. Pemilihan model juga difokuskan pada nilai PRESS (Prediction 
Error Sum of Squares) yang paling minimal (Draper and Smith, 1998). Analisis 
model berdasarkan ringkasan model statistik secara lengkap disajikan pada 
Lampiran 6. 
Parameter statistik yang digunakan untuk memilih  model yang tepat 
adalah model yang memiliki standar deviasi dan PRESS yang terendah. 
Standar deviasi dan PRESS yang rendah menunjukkan bahwa tingkat 
keragaman dan prediksi kesalahan jumlah kuadrat rendah. Berdasarkan hasil, 
dapat diketahui bahwa standar deviasi terendah dimiliki oleh model Quadratic. 
Model quadratic memiliki standar deviasi 8,091 dan PRESS sebesar 2731,04 
yang membuat model ini berstatus Suggested (disarankan untuk dipilih).  
Model quadratic memiliki nilai R2 sebesar 0,719 yang menunjukkan bahwa 
faktor konsentrasi rasio molar TEOS dan H2O dan konsentrasi NaOH pada 
penelitian memberikan pengaruh sebesar 71,9% pada keragaman respon 
aktivitas relatif enzim sedangkan sisanya sebesar 28,1% dipengaruhi faktor 
lain yang tidak dimasukkan dalam model. Nilai Adjusted R2 sebesar 0,518 
yang berarti keeratan hubungan antara rasio molar TEOS dan H2O dan 
konsentrasi NaOH terhadap respon aktivitas relatif enzim sebesar 51,8%.  
4.4.2 Analisis Ragam (ANOVA) dari RSM pada Respon Aktivitas Relatif 
Enzim 
Dari hasil ketiga proses pemilihan model, maka terpilihlah model Quadratic 
sebagai model yang digunakan untuk menjelaskan hubungan antara variabel 
X1 (rasio molar TEOS dan H2O ) dan X2 (konsentrasi NaOH) terhadap respon 
Y2 (aktivitas relatif enzim). Setelah terpilih model, maka dilakukan analisis 
ragam terhadap model Quadratic tersebut yang bertujuan untuk mengetahui 
signifikasi model tersebut dilihat dari nilai analisa ragam model serta nilai Lack 
of Fit.  Hasil dari analisis ragam untuk respon Y2 (aktivitas relatif enzim) 










Kuadrat db Mean Kuadrat Nilai F 
Nilai P 
Prob>F Keterangan 
Model 625,44 5 125,09 7,80 0.0088 significant 
A 32,96 1 32,96 2,06 0.1947 not significant 
B 21,35 1 21,35 1,33 0.2864 not significant 
AB 20,11 1 20,11 1,25 0.2997 not significant 
A
2
 475,54 1 475,54 29,66 0.0010 significant  
B
2
 131,28 1 131,28 7,811 0.0267 significant 
Residual 112,22 7 16,03 
   Lack of Fit 16,70 3 5,57 0,23 0.8693 not significant 
Pure Error 95,52 4 23,88 
   Cor Total 737,65 12 
    Keterangan: A = Variabel X1 (rasio molar  TEOS:H2O)) 
  B = Variabel X2 (konsentrasi NaOH (mM)) 




 = interaksi antar perlakuan 
 
Berdasarkan analisis ragam (ANOVA) yang disajikan pada Tabel 4.4, 
menunjukkan bahwa model signifikan atau berpengaruh nyata terhadap 
respon dimana nilai P kurang dari 0.05 (5%). Lack of fit atau ketidaktepatan 
pengujian tidak signifikan sebesar 0,8693 menunjukkan bahwa model sesuai 
dengan seluruh nilai rancangan. Hal ini dikarenakan nilai P lebih besar dari 
0.05. Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa rasio molar TEOS dan H2O 
(kuadrat) dan konsentrasi NaOH (kuadrat) berpengaruh nyata (signifikan) 
terhadap respon.  
Rasio molar TEOS dan H2O (kuadrat) pada Tabel 4.4 menunjukkan 
pengaruh yang positif dan signifikan terhadap respon yang diperoleh. Hal 
tersebut terjadi karena semakin besar rasio molar yang diberikan, aktivitas 
relatif enzim juga semakin meningkat sampai batas rasio tertentu dan akan 
menurun seiring dengan bertambahnya rasio. Konsentrasi NaOH (kuadrat) 
pada Tabel 4.4 juga menunjukkan pengaruh yang positif dan signifikan 
terhadap respon yang diperoleh. Hasil tersebut bermakna bahwa 
penambahan konsentrasi NaOH akan meningkatkan aktivitas relatif enzim 
sampai pada batas tertentu, dan apabila dilakukan penambahan kembali 
maka respon aktivitas relatif enzim justru akan menurun. 
Hal tersebut juga sesuai dengan literatur, di mana terdapat korelasi yang 
kuat antara rasio molar TEOS:H2O dengan NaOH di mana rasio molar 
TEOS:H2O memberikan pengaruh semakin banyak jumlah H2O yang 
digunakan maka semakin banyak cabang yang terbentuk pada struktur sol-gel 
sedangkan NaOH akan memberikan pengaruh untuk mempercepat reaksi 
pergantian gugus ethoksi saat hidrolisis TEOS sehingga ukuran partikel TEOS 
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yang terbentuk menjadi lebih kecil. Kombinasi dari kedua faktor tersebut 
menyebabkan pori-pori antar partikel TEOS dalam sol-gel semakin besar 
(Dingsoyr dan Christy, 2000).  Pori-pori sol-gel yang besar akan membuat 
enzim semakin mudah untuk terperangkap (Sotiropolou et al., 2005) serta 
dapat mempertahankan aktivitas enzim karena pori-pori yang besar memiliki 
peran untuk mencegah enzim dari perubahan konformasi (Vamavakiki et al., 
2005). 
 
4.4.3. Pengaruh Rasio Molar dan Konsentrasi NaOH terhadap Respon 
Aktivitas Relatif Enzim 
Grafik respon digunakan untuk mempermudah gambaran dalam 
mengetahui pengaruh variabel terhadap respon aktivitas relatif enzim. Respon 
aktivitas relatif enzim digambarkan dalam kurva 3 dimensi dan kontur plot. 
Kontur plot adalah plot 2 dimensi yang merupakan irisan melintang kurva 3  
dimensi. Kontur plot berguna untuk menganalisa efek interaksi antar faktor 
pada respon (Hasan et al. 2009).  
Gambar 4.8 menggambarkan kurva 3 dimensi dan kontur plot untuk 
optimasi media sol-gel untuk imobilisasi enzim asetilkonolinesterase. Gambar 
menggambarkan efek dari dua parameter pada aktivitas relatif enzim. Nilai-
nilai yang tertera pada kotak yang ada di kontur plot mengindikasikan aktivitas 
relatif enzim  pada berbagai kondisi proses optimasi yang dikaji. Gambar 
tersebut memperlihatkan bahwa bentuk kurva saddle shape yang 
menggambarkan kemungkinan dari variabel pada poin maksimum dan 






Gambar 4.8 (a) Kontur plot 
 
 
Gambar 4.8 (b) kurva permukaan respon (3 dimensi) Rasio Molar dan Konsentrasi 
NaOH terhadap Respon Aktivitas relatif enzim 
Sumbu x dan sumbu y pada Gambar 4.8 (a) menunjukkan variabel yang 
dioptimasi. Sumbu x menunjukkan variabel rasio molar, sedangkan sumbu y 
menunjukkan variabel konsentrasi NaOH. Garis-garis melingkar menunjukkan 
respon. Respon optimal ditandai dengan adanya bendera (flag) yang berada 
di tengah kontur yang menunjukkan keterangan titik optimal yang terletak 
pada titik (node) yang ditunjukkan pada bendera tersebut. Pada kontur plot, 
aktivitas relatif enzim optimum ditunjukkan pada titik (node) sebesar 
66,3677%. 
 
4.4.4. Penentuan Kondisi Optimum Aktivitas Relatif Enzim 
Software Design Expert 7.1.5 digunakan untuk mengidentifikasi kombinasi 
terbaik dari parameter formulasi sol-gel yang digunakan untuk mengoptimasi 
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jumlah enzim terimobilisasi dan aktivitas enzim terimobilisasi.. Desirability 
merupakan suatu alat yang digunakan untuk menjelaskan seberapa baik 
solusi optimal yang ditawarkan agar sesuai dengan tujuan dari respon (Laluce 
et al. 2009). Nilai desirability 1 mengindikasikan the perfect case, tetapi nilai 
desirability 0 mengindikasikan respon harus dibuang (Laluce et al. 2009). 
Pada penelitian ini, solusi optimal yang ditawarkan oleh model adalah rasio 
molar sebesar 1 : 8,58 (TEOS:H2O) dan konsentrasi NaOH sebesar 4,09 
(mM) untuk prediksi respon sebesar 66,6317%, dengan nilai desirability 0,77. 
Titik optimum masing-masing variabel merupakan titik stasioner yang diduga 
merupakan respon optimum. 
Berdasarkan pengolahan data menggunakan Design Expert 7.1.5, 
persamaan model regresi kuadratik terbentuk dari variabel X1, dan X2 yang 
dibangun dari model terpilih dalam bentuk persamaan kode yaitu :  
Y2 = 75,51 + 3,80X1 – 2,78X2 + 4,42X1X2 – 8,69X1
2 – 8,57X2
2 
Variabel aktual dijumpai juga pada program Design Expert. Bentuk 
persamaannya disebut persamaan aktual, yaitu:  
  Y2 = -57,539 + 5,218X1 + 56,964X2 + 1,106X1X2 – 0,543X1
2 – 8,574X2
2   
Persamaan tersebut merupakan model terbaik untuk menerangkan 
hubungan antara respon dengan variabel bebas yang diberikan (rasio molar 
TEOS:H2O dan konsentrasi NaOH).  Berdasarkan persamaan variabel aktual 
tersebut dapat disimpulkan bahwa rasio molar TEOS dan H2O (X1) dan 
konsentrasi NaOH (X2) berpengaruh pada aktivitas relatif enzim. Hal ini dapat 
dilihat dari kedua faktor tersebut memiliki tanda positif dalam persamaan 
variabel aktual. 
 
4.5 Verifikasi Hasil Optimasi 
Verifikasi hasil optimasi perlu dilakukan untuk membuktikan hasil prediksi 
dan nilai respon solusi formula optimum yang disarankan oleh program 
Design Expert. Verifikasi dilakukan dengan cara membandingkan nilai analisa 
respon pada penelitian dengan nilai respon hasil perhitungan software Design 








Tabel 4.6 Perbandingan Hasil Verifikasi dengan Prediksi  
 
Selain memberikan prediksi nilai respon, program Design Expert juga 
memberikan prediction interval (PI). PI merupakan rentang yang menunjukkan 
hasil pengukuran respon berikutnya dengan kondisi sama pada taraf 
signifikansi 5%. Berdasarkan data, diperoleh perbandingan hasil prediksi 
program Design Expert dengan perhitungan aktual pada seluruh respon 
menunjukkan bahwa nilai verifikasi sudah sesuai dengan nilai prediksi, 
dikarenakan respon yang didapat masih berkisar pada rentang PI. Hal ini 
didukung oleh Wu et al. (2002), yang menyatakan bahwa perbedaan nilai 
prediksi dan hasil penelitian yang tidak lebih dari 5% mengindikasikan bahwa 
model tersebut cukup tepat dan selisih nilai tidak terlalu signifikan, dengan 
demikian solusi variabel bebas yang diberikan dapat diterima. 
 
4.6 Sifat Katalis Enzim Bebas dan Enzim Terimobilisasi 
 Penentuan nilai Km dan Vmax dilakukan dengan mengukur aktivitas enzim 
pada beberapa konsentrasi substrat yaitu indoxyl acetate 1, 3, 5, dan 7 mg/ml 
sehingga dapat diketahui pengaruh penambahan substrat terhadap aktivitas 
enzim. Setelah didapatkan nilai V0 kemudian dilakukan plot kurva  
Lineweaver-Burk  dengan sumbu x adalah 1/[S} atau 1/konsentrasi substrat, 
sedangkan sumbu y adalah 1/V0 atau 1/kecepatan awal reaksi. Berdasarkan 
kurva Lineweaver-Burk untuk didapatkan persamaan y= ax+b dimana 
persamaan tersebut digunakan untuk menentukan nilai Km dan Vmax. Untuk 
menghitung nilai Km didapatkan dari hasil pembagian nilai a dengan b pada 
persamaan sedangkan untuk menghitung nilai  Vmax didapatkan dari nilai 1/b 
pada persamaan regresi Lineweaver-burk. Berikut merupakan kurva 
Lineweaver-Burk dari enzim asetilkolinesterase bebas (tidak diimobilisasi). 
                        Faktor Respon 









Prediksi 1:8,58 4,09 79,15 66,63 
Verifikasi 1:8,58 4,09 84,09 ± 3,21  70,45 ± 3,81 
95% PI low 1:8,58 4,09 65,61 56,27 




Gambar 4.9 Kurva Lineweaver-Burk Aktivitas Enzim Asetilkolinesterase Bebas 
 
Berdasarkan gambar tersebut dapat dilihat bahwa persamaan linear dari 
enzim asetilkolinesterase bebas yaitu y = 4565,4 + 1103,9. Sehingga dapat 
ditentukan nilai km adalah 4,136 µmol/ml sedangkan nilai Vmax adalah 
0,000906 µmol/ml.   
 
Gambar 4.10 Kurva Lineweaver-Burk Aktivitas Enzim Asetilkolinesterase 
Terimobilisasi 
 
Berdasarkan gambar tersebut dapat dilihat bahwa persamaan linear dari  
enzim asetilkolinesterase terimobilisasi yaitu y = 4514,2 + 1503,3. Sehingga 
dapat ditentukan nilai km adalah 3,0029 µmol/ml sedangkan  nilai Vmax adalah 
0,000665 µmol/ml. Terjadinya penurunan nilai km dan Vmax pada enzim 
terimobilisasi ini mengindikasikan terjadinya peningkatan afinitas enzim 
terhadap substratnya sehingga dapat dikatakan imobilisasi enzim dengan 
media sol-gel hasil optimasi dapat mempertahankan bahkan meningkatkan 
sifat katalitik enzim asetilkolinesterase. Hal ini dikarenakan  matriks sol-gel 
dapat melindungi enzim dari denaturasi akibat perubahan lingkungan seperti 
suhu dan pH sehingga enzim yang diimobilisasi menjadi lebih stabil  (Guzik , 
y = 4565,4x + 1103,9 













y = 4514,2x + 1503,3 


















2014). Menurut Koga et al. (1999), nilai Km menunjukkan konstant disossiasi 
kompleks enzim-substrat, sehingga semakin rendah nilai km maka semakin 
kuat afinitasnya terhadap substrat. Sedangkan menurut literatur, enzim 
asetilkolinesterase bebas memiliki nilai km dan Vmax  sebesar 6,35 µmol/ml dan 
50 µmol/ml. Setelah dilakukan imobilisasi menggunakan media Ca-alginat nilai 
km dan Vmax enzim tersebut menjadi 8,68 µmol/ml dan 12,7 µmol/ml. Kenaikan 
nilai km dan Vmax ini dikarenakan saat enzim terimobilisasi, maka afinitas enzim 
menjadi berkurang terhadap substratnya (Sahin et al., 2005).  
 
4.7 Prinsip Kerja Biosensor  
Prinsip kerja dari biosensor ini adalah mendeteksi keberadaan residu 
pestisida organofosfat jenis profenofos pada sampel. Apabila terdapat residu 
pestisida (reaksi positif) maka ditandai dengan adanya perubahan intensitas 
warna biru yang lebih pudar pada zona reaksi biosensor setelah waktu 
inkubasi selama 20 menit. Sedangkan, apabila tidak terdapat residu pestisida 
(reaksi negatif) maka tidak terdapat perubahan warna pada zona reaksi.  
 Zona reaksi biosensor awalnya berwarna biru indigo. Warna ini dihasilkan 
reaksi enzimatis dari enzim asetilkolinesterase yang bertemu dengan substrat 
kromogenik yaitu indoxyl acetate. Produk yang terbentuk dari hasil reaksi 
enzimatis tersebut adalah  indoxyl dan asam asetat. Selanjutnya indoxyl akan 
mengalami oksidasi sehingga memiliki sifat fluorescent dua kali lipat lebih 
tinggi daripada sebelumnya, hal tersebut menyebabkan indoxyl berubah 
warna menjadi biru indigo (Guilbault dan Kramer, 1965).  
Sedangkan apabila terdapat residu pestisida, maka pada zona reaksi akan 
mengalami perubahan intensitas warna biru menjadi lebih pudar. Hal ini 
dikarenakan pestisida merupakan inhibitor kompetitif dari enzim 
asetilkolinesterase, yaitu inhibitor menyerupai molekul substrat yang normal 
dan bersaing agar dapat terikat pada sisi aktif enzim, yaitu pada gugus serin. 
Residu pestisida akan melakukan fosforilasi atau pengikatan gugus fosfat 
pada sisi aktif enzim yang menyebabkan perubahan sisi aktif enzim tersebut 
(Apilux et al., 2015). Hal tersebut mengakibatkan enzim asetilkolinesterase 
(AChE) menjadi berkurang kemampuannya untuk menghidrolisis substrat 
indoxyl acetate sehingga terjadi perubahan intensitas warna biru menjadi lebih 




Gambar 4.11 Mekanisme penghambatan  enzim asetilkolinesterase oleh pestisida 
(Apilux et al., 2015) 
 
Perubahan warna pada zona reaksi biosensor diidentifikasi dengan cara 
membandingkan nilai mean sebelum dan sesudah diteteskan sampel. Nilai 
mean merupakan nilai rerata pixel yang mempresentasikan tingkat intensitas 
warna pada gambar yang dianalisa. Warna hitam dilambangkan dengan nilai 
mean sebesar 0, sedangkan warna putih dilambangkan nilai mean sebesar 
256 (Taylor dan Francis, 2007). Nilai mean dapat diketahui dengan 
memasukkan gambar obyek yang ingin dianalisa pada software atau aplikasi 
editor gambar seperti Adobe Photoshop dan Image J.    
Pada penelitian ini, dapat dikatakan bahwa biosensor yang memiliki 
intensitas warna biru yang kuat akan disimbolkan dengan nilai mean yang 
rendah. Sedangkan biosensor yang menganalisa residu pestisida akan 
mengalami perubahan intensitas warna biru menjadi lebih pudar pada zona 
reaksi sehingga nilai mean yang ditunjukkan akan semakin tinggi atau 
mendekati angka 256. 
 
4.8 Uji Kualitas Biosensor 
4.8.1 Limit of Detection 
Limit of Detection atau batas deteksi merupakan parameter yang 
digunakan untuk mengetahui batas minimal analit yang dapat dideteksi oleh 
biosensor. Pada penelitian ini limit of detection dilakukan dengan cara 
menambahkan residu pestisida golongan organofosfat jenis profenofos 
setelah proses fabrikasi biosensor dengan cara sebagai berikut. Pada 
biosensor yang telah difabrikasi, diberikan pestisida sebanyak 15 µl yang 
diberikan sebanyak 4 kali dengan rentang waktu 5 menit. Konsentrasi yang 
digunakan yaitu 0 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm dan 200 ppm.  Kemudian, dan 
diamati perubahan warna pada biosensor tersebut setelah waktu inkubasi 
selama 20 menit dan dilakukan dokumentasi dengan menggunakan scanner 
EPSON TX121. Setelah itu, hasil dokumentasi dikuantitatifkan dengan 
Tidak terbentuk substrat 
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menggunakan software Adobe Photoshop CS 5 untuk mendapatkan intensitas 
warna biru melalui rerata nilai piksel atau “Mean”. Berikut merupakan hasil 
analisa visualisasi kolorimetri limit deteksi dengan menggunakan biosensor.  
 Pada Tabel 4.7 dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi 
pestisida maka terjadi perubahan warna biru pada biosensor. Hal ini 
dikarenakan adanya inhibisi atau penghambatan kerja enzim 
asetilkolinesterase oleh pestisida profenofos. Pestisida tersebut 
menonaktifkan asetilkolinesterase dengan cara fosforilasi kelompok hidroksil 
serin yang berada pada sisi aktif asetilkolinesterase yang akan membentuk 
senyawa kolinesterase terfosforilasi. Enzim kolinesterase tidak dapat 
berfungsi lagi yang mengakibatkan kadar aktif dari enzim tersebut berkurang 
(Wiener, 2004 dalam Fiananda, 2014). Berkurangnya aktivitas enzim 
asetilkolinesterase mengakibatkan menurunnya kemampuan menghidrolisis 
substrat indoxyl acetate menjadi indigo atau produk berwarna biru. Hal inilah 
yang menyebabkan semakin tinggi konsentrasi pestisda yang digunakan 
maka warna biru pada pestisida akan semakin pudar. 
 
Tabel 4.7 Hasil pengujian Limit of Detection (residu pestisida profenofos) 
Konsentrasi 
Pestisida  
Hasil Visualisasi Kolorimetri Rerata Nilai Mean (a.u) 
0 ppm 
 






207,87 ± 1,03 
10 ppm 
 
235,46 ± 0,79 
25 ppm 
 
 241,94 ± 1,15 
200 ppm 
 
246,56 ± 0,82 
   
Keterangan: a.u (Arbitrary Unit),  
                   Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Berdasarkan Tabel 4.7 didapatkan hasil bahwa semakin tinggi konsentrasi 
pestisida maka nilai “mean” juga semakin tinggi. Nilai “mean” ini sendiri 
merupakan nilai rerata piksel yang berkorelasi dengan intensitas warna biru 
77 
 
yang tampak pada biosensor. Semakin tinggi nilai ”mean” berarti bahwa 
semakin sedikit daerah yang berwarna biru pada zona reaksi. 
Pada Tabel 4.7 dapat diketahui bahwa terjadi kenaikan nilai ”mean” dari 
konsentrasi 0 ppm ke konsentrasi 1 ppm. Sehingga dapat dikatakan limit 
deteksi dari biosensor penelitian ini adalah 1 ppm untuk pestisda profenofos. 
Apabila dibandingkan dengan penelitian Badawy et al. (2014), limit deteksi 
dari biosensor tersebut untuk pestisida jenis profenofos sebesar 2,67 x 10-6 
mM atau 9,97 x10-4 ppm.  Perbedaan ini terjadi dikarenakan adanya 
perbedaan konsentrasi dan jumlah enzim serta substrat yang digunakan. 
Pada Badawy et al. (2014), menggunakan konsentrasi enzim sebesar 1000 
unit/ml dengan volume enzim yang digunakan untuk biosensor yaitu 1000 µl. 
Sedangkan pada penelitian digunakan konsentrasi enzim sebesar 26 unit/ml 
dengan volume enzim yang digunakan untuk biosensor sebesar 5 µl. Karena 
konsentrasi dan volume enzim yang digunakan pada penelitian ini lebih sedikit 
maka nilai limit deteksi pada pestisida profenofos lebih besar dibandingkan 
dengan limit deteksi  literatur. 
Limit deteksi yang dihasilkan dari biosensor ini adalah 1 ppm sedangkan 
menurut Standar Nasional Indonesia (SNI) batas maksimum residu pestisida 
adalah 5 mg/kg atau 5 ppm. Sehingga dapat dikatakan biosensor dapat 
digunakan untuk mengetahui residu pestisida dengan konsentrasi di bawah 5 
ppm. 
  
4.8.2 Waktu Respon  
Uji waktu respon merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui waktu 
yang dibutuhkan oleh enzim asetilklinesterase untuk menghidrolisis substrat 
indoxyl acetate. Selain itu waktu respon juga dilakukan untuk mengetahui 
seberapa cepat biosensor untuk mendeteksi suatu target, di mana dalam 
penelitian ini target yang dideteksi adalah pestisda organofosfat jenis 
profenofos.  
 
1. Waktu respon Terhadap Substrat 
Uji ini dilakukan dengan cara sebagai berikut enzim asetilkolinesterase 26 
Unit/ml diambil sebanyak 5 µl kemudian ditambah sol-gel dengan volume 5 µl. 
Enzim dan sol-gel tersebut dilakukan pipetting agar keduanya tercampur 
secara homogen. Lalu diteteskan enzim dan sol-gel yang telah tercampur 
pada kertas Whatman No. 1. Selanjutnya, ditambahkan substrat indoxyl 
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acetate 5 mg/ml sebanyak 5 µl. Dilakukan pengamatan perubahan warna 
selama 10 menit. dan dilakukan dokumentasi dengan menggunakan scanner 
EPSON TX121. Setelah itu, hasil dokumentasi dikuantitatifkan dengan 
menggunakan software Adobe Photoshop CS 5 untuk mendapatkan intensitas 
warna biru melalui rerata nilai piksel atau “Mean”. Berikut merupakan hasil 
analisa visualisasi kolorimetri limit deteksi dengan menggunakan biosensor.  
Berdasarkan hasil Tabel 4.8 didapatkan hasil bahwa semakin lama waktu 
inkubasi, zona reaksi pada biosensor akan berubah warna dari putih menjadi 
biru secara bertahap. Perubahan intensitas warna ini berkorelasi dengan 
rerata nilai mean, dimana semakin pekat intensitas warna biru maka nilai 
mean-nya semakin rendah.Pada menit ke-4 warna biru mulai terbentuk pada 
bagian pinggir zona reaksi kemudian menyebar merata pada seluruh zona 
reaksi pada menit ke-8 dan warna biru tersebut makin pekat pada menit ke- 
10. Dengan demikian, biosensor pada penelitian ini memiliki waktu respon 
minimal selama 4 menit. Akan tetapi, warna tersebut terlihat lebih jelas pada 
menit ke-8. Hal tersebut menunjukkan bahwa enzim asetilkolinesterase 26 
unit/ml ini dapat menghidrolisis indoxyl acetate setidaknya dalam waktu 4 
menit.  
Apabila dibandingkan dengan biosensor yang diteliti oleh Sakti (2017), 
dengan menggunakan enzim asetilkolinesterase konsentrasi yang sama, 
waktu respon yang dihasilkan oleh biosensor tersebut adalah 3 menit. 
Perbedaan ini terjadi dikarenakan perbedaan substrat yang digunakan yaitu 
asetilkolin iodida dan jenis imobilisasi enzim. Pada penelitian Sakti (2017), 
imobilisasi yang dilakukan yaitu teknik adsorpsi di mana enzim teradsropsi 
pada platform kertas Whatman No. 1. Sedangkan pada penelitian ini, 
dilakukan imobilisasi teknik entrapment sol-gel. Menurut Vamavakiki et al. 
(2005), sol-gel dapat membatasi pergerakan enzim oleh matriks-matriks silika 
yang terbentuk. Sehingga dapat dikatakan reaksi antara enzim dengan 
substrat menjadi sedikit terhambat akibat terperangkap dalam matriks sol-gel, 









Tabel 4.8 Hasil pengujian waktu respon biosensor terhadap indoxyl acetate 
Menit ke-  Hasil Visualisasi Kolorimetri Rerata Nilai Mean (a.u) 
0  
 


















250,52 ± 1,11 
8 
 







231,22 ± 0,93 
 
 
Keterangan: a.u (Arbitrary Unit) 
                    Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
 
2. Waktu Respon Terhadap Pestisida Profenofos 
Profenofos merupakan salah satu pestisida dari golongan organofosfat. 
Profenofos ini memiliki spektrum yang luas untuk berbagai jenis hama seperti 
ulat grayak (Spdoptera litura) yang menyerang sayuran seperti cabai, kubis, 
kangkung, selada, bayam dan tanaman lain (Rukmana, 2003). Seperti 
pestisida jenis organofosfat lainnya, profenofos memiliki mekanisme sebagai 
inhibitor enzim asetilkolinesterase pada hama sehingga menyebabkan 
terganggunya sintesis asetilkolin pada sistem saraf pusat yang dapat 
mengabkibatkan kematian hama tersebut (Gotoh et al., 2001). Apabila 
dikaitkan dengan toksisitasnya, profenofos digolongkan menjadi pestisida 
dengan toksisitas sedang atau moderately severe toxicity. Menurut penelitian 
yang dilakukan oleh  Eddleston et al. (2009), selama 5 tahun terakhir terdapat 
95 kasus keracunan profenofos di Sri Lanka dengan 11 orang diantaranya 
meninggal dunia akibat keracunan tersebut. Keracunan profenofos tersebut 
akan menyebabkan terhambatnya kerja enzim asetilkolinesterase yang diikuti 
dengan menurunnya tingkat Hemoglobin (Hb) yang membuat jumlah  oksigen 
dalam darah turun.  Hal tersebut dapat mengakibatkan gagal pernafasan dan 
apabila tidak diberikan penanganan lebih lanjut akan menyebabkan kematian. 
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Uji waktu respon terhadap profenofos ini dilakukan dengan cara sebagai 
yang sama seperti uji waktu respon terhadap substrat. Akan tetapi, setelah 
dilakukan penambahan indoxyl acetate dan dilakukan inkubasi selama 20 
menit .Selanjutnya, diteteskan pestisida sebanyak 15 µl yang diberikan 
sebanyak 4 kali dengan rentang waktu 5 menit. Konsentrasi yang digunakan 
yaitu 0 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm dan 200 ppm.  Kemudian, dan diamati 
perubahan warna pada biosensor tersebut setelah waktu inkubasi selama 20 
menit dan dilakukan dokumentasi dengan menggunakan scanner EPSON 
TX121.  
 
Gambar 4.12 Hasil Visualisasi Waktu Respon Biosensor Terhadap Pestisida 
 
Berdasarkan Gambar 4.12 diketahui bahwa waktu respon biosensor 
terhadap pestisida tergantung pada konsentrasi pestisida yang digunakan. 
Pada uji tersebut, pestisida profenofos dengan konsentrasi 1 dan 5 ppm 
terjadi perubahan intensitas warna pada menit ke-15. Sedangkan pada 
konsentrasi 10 ppm terjadi perubahan wanra pada menit ke-10. Konsentrasi 
profenofos 25 dan 200 ppm dapat merubah intensitas warna biru pada menit 
ke-5. Hal tersebut dikarenakan semakin tinggi pestisida maka semakin banyak 
enzim yang terhambat aktivitasnya. Profenofos menonaktifkan 
asetilkolinesterase dengan cara fosforilasi kelompok hidroksil serin yang 
berada pada sisi aktif asetilkolinesterase yang akan membentuk senyawa 
kolinesterase terfosforilasi. Enzim kolinesterase tidak dapat berfungsi lagi 
yang mengakibatkan kadar aktif dari enzim tersebut berkurang (Wiener, 2004 
dalam Fiananda, 2014). Berkurangnya enzim kolinesterase mengakibatkan 
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menurunnya kemampuan menghidrolisis substrat indoxyl acetate sehingga 
intensitas warna biru pada biosensor menjadi berkurang. 
 
4.8.3 Stabilitas Biosensor Terhadap Suhu  
Stabilitas biosensor terhadap suhu merupakan salah satu parameter 
kualitas biosensor (Lee, 2005). Pengujian stabilitas suhu terhadap biosensor 
ini bertujuan untuk mengetahui suhu penyimpanan biosensor, dimana 
biosensor masih dapat  bekerja dengan  baik.  Suhu yang digunakan dalam uji 
ini adalah  
-40C (suhu refrigerator), 250C (ruang terbuka laboratorium), dan 400C 
(inkubator) selama 24 jam. Perlakuan kontrol pada uji ini adalah imobilisasi 
enzim dengan teknik adsorpsi pada kertas Whatman No. 1, tujuan adanya 
perlakuan kontrol adalah untuk membandingkan teknik imobilisasi yang paling 
baik untuk enzim asetilkolinesterase. Berikut merupakan hasil stabilitas 
biosensor terhadap suhu. 
 
Tabel 4.9 Hasil Stabilitas Biosensor Terhadap Suhu 
Imobilisasi Teknik Entrapment dengan 
Sol-gel 



















-4 81,82 ± 2,45 72,72 ± 2,41 -4 63,64 ± 3,21 59,09 ± 2,11 
25 77,27 ± 2,76 68,18 ± 0,00 25 59,09 ± 2,11 50,00 ± 3,21 
40 63,64 ± 3,21 52,91 ± 3,01 40 50,00 ± 2,91 37,91 ± 0,00 
Keterangan: Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Berdasarkan Tabel 4.9 didapatkan hasil bahwa baik nilai jumlah enzim 
terimobilisasi dan aktivitas enzim terimobilisasi yang diimobilisasi dengan 
menggunakan teknik entrapment lebih tinggi dibandingkan dengan teknik 
adsorpsi di suhu -4, 25, dan 40 0C. Untuk mengetahui perbedaan hasil baik 
jumlah enzim terimobilisasi dengan teknik entrapment dan adsorpsi maka 
dilakukan t-Test menggunakan software Microsoft Excel dengan tingkat 








Tabel 4.10 Hasil Analisa t-Test Stabilitas Jumlah Enzim Terimobilisasi Terhadap Suhu 
Penyimpanan  
  Teknik Entrapment Teknik Adsorpsi 
Mean 74,24333333 57,57666667 
Variance 89,49863333 48,23003333 
Observations 3 3 
Pooled Variance 68,86433333 
 Hypothesized Mean 
Difference 0 
 Df 4 
 t Stat 2,45978532 
 P(T<=t) one-tail 0,034853761 
 t Critical one-tail 2,131846786 
  
Berdasarkan hasil Tabel 4.10 didapatkan data bahwa nilai t Stat atau t 
hitung sebesar 2,459 yang lebih besar dari t critical one-tail atau t-tabel yaitu 
2,131. Nilai p-value pada uji tersebut adalah 0,0348 yang nilainya kurang dari 
p-alpha yaitu 0,05 Hal ini menunjukkan bahwa imobilisasi enzim 
asetilkolinesterase dengan teknik entrapment secara signifikan memiliki 
jumlah enzim terimobilisasi lebih banyak daripada teknik adsorpsi pada 
berbagai suhu penyimpanan yaitu -4, 25, dan 400C. 
Selanjutnya dilakukan uji t-Test untuk mengetahui perbedaan aktivitas 
enzim terimobilisasi dengan menggunakan teknik entrapment dan adsorpsi. 
Analisa statistik tersebut dilakukan t-Test  dengan tingkat kepercayaan 
sebesar 95%.  
Berdasarkan hasil Tabel 4.11 didapatkan data bahwa nilai t Stat atau t 
hitung sebesar 2,394 yang lebih besar dari t critical one-tail atau t-tabel yaitu 
2,131. Nilai p-value pada uji tersebut adalah 0,0373 yang nilainya kurang dari 
p-alpha yaitu 0,05 Hal ini menunjukkan bahwa imobilisasi enzim 
asetilkolinesterase dengan teknik entrapment secara signifikan memiliki 
aktivitas enzim terimobilisasi lebih banyak daripada teknik adsorpsi pada 









Tabel 4.11 Hasil Analisa t-Test Stabilitas Aktivitas Enzim Terimobilisasi Terhadap 
Suhu Penyimpanan 
  Teknik Entrapment Teknik Adsorpsi 
Mean 59,09333333 45,97 
Variance 20,65703333 69,4252 
Observations 3 3 
Pooled Variance 45,04111667 
 Hypothesized Mean Difference 0 
 Df 4 
 t Stat 2,39488804 
 P(T<=t) one-tail 0,037384944 
 t Critical one-tail 2,131846786 
  
Pada teknik entrapment secara signifikan memiliki jumlah dan aktivitas 
enzim yang lebih baik daripada teknik adsorpsi terhadap berbagai suhu 
penyimpanan yaitu -4, 25, dan 400C. Hal ini dikarenakan enzim terperangkap 
dalam matriks sol-gel yang dapat melindungi enzim dari lingkungan sekitar 
termasuk suhu penyimpanan (Malhotra, 2003). Hal ini sesuai dengan 
penelitian Sahin et al. (2005), aktivitas enzim terbaik pada perlakuan enzim 
diimobilisasi dengan  menggunakan media  karagenan  suhu -40C dengan 
aktivitas 82% dan pada suhu 400C mengalami penurunan aktivitas enzim 
menjadi 55%. Penurunan aktivitas enzim ini dikarenakan adanya denaturasi 
enzim yang terimobilisasi pada struktur tersier dari rantai peptida enzim 
asetilkolinesterase. 
 
4.8.4 Stabilitas Biosensor Terhadap Waktu 
Uji stabilitas biosensor terhadap waktu dilakukan untuk mengetahui 
efektifitas sol-gel sebagai media imobilisasi enzim untuk mempertahankan 
aktivitas katalitik enzim asetilkolinesterase. Uji stabilitas biosensor ini 
dilakukan selama 5 hari dan dilakukan analisa jumlah dan aktivitas enzim 
terimobilisasi. Perlakuan kontrol pada uji ini adalah imobilisasi enzim dengan 
teknik adsorpsi pada kertas Whatman No. 1, tujuan adanya perlakuan kontrol 
adalah untuk membandingkan teknik imobilisasi yang paling baik untuk enzim 
asetilkolinesterase yang disimpan selama 5 hari pada suhu 40C. Berikut 






Tabel 4.12  Hasil Stabilitas Biosensor Terhadap Waktu 
Imobilisasi Teknik Entrapment dengan 
Sol-gel 



















0 81,82 ± 2,45 72,72 ± 2,41 0 63,64 ± 3,21 59,09 ± 2,11 





81,28 ± 1,98 
80,64 ± 2,21 
80,23 ± 1,78 
80,17 ± 2,31 
71,87 ± 1,97 
71,32 ± 1,76 
71,06 ± 2,43 





62,05 ± 2,88 
61,78 ± 3,10 
61,34 ± 2,81 
60,33 ± 1,56  
58,21 ± 2,40 
57,50 ± 2,77 
56,78 ± 2,31 
56,21 ± 1,77 
Keterangan: Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Berdasarkan Tabel 4.12 didapatkan data bahwa jumlah enzim dan aktivitas 
enzim yang diimobilisasi dengan menggunakan teknik entrapment media sol-
gel lebih tinggi daripada enzim yang diimobilisasi dengan teknik adsorpsi pada 
hari ke-0 sampai ke-5. Pada jumlah enzim yang diimobilisasi teknik 
entrapment mengalami penurunan jumlah enzim sebanyak 97,98% 
sedangkan pada enzim dengan imobilisasi adsorpsi terjadi penurunan jumlah 
enzim sebanyak 95,28%. Pada aktivitas enzim asetilkolinesterase yang 
diimobilisasi teknik entrapment mengalami penurunan jumlah enzim sebanyak 
97,60% sedangkan pada enzim dengan imobilisasi adsorpsi terjadi penurunan 
jumlah enzim sebanyak 95,12%. Berdasarkan data tersebut didapatkan hasil 
bahwa enzim asetilkolinesterase yang diimobilisasi dengan teknik entrapment 
lebih baik daripada imobilisasi teknik adsorpsi. Untuk mengetahui perbedaan 
hasil baik jumlah enzim terimobilisasi dengan teknik entrapment dan adsorpsi 
maka dilakukan t-Test menggunakan software Microsoft Excel dengan tingkat 
kepercayaan sebesar 95%. Hasil analisa tersebut ditunjukkan pada Tabel 
4.13. 
 
Tabel 4.13 Hasil Analisa t-Test Stabilitas Jumlah Enzim Terimobilisasi Terhadap 
Waktu Penyimpanan  
  Teknik Entrapment  Teknik Adsorpsi 
Mean 80,93833 61,98833 
Variance 0,475897 1,317657 
Observations 6 6 
Pooled Variance 0,896777 
 Hypothesized Mean Difference 0 
 Df 10 
 t Stat 34,65993 
 P(T<=t) one-tail 4,73 x10
-12
 





Berdasarkan hasil Tabel 4.13 didapatkan data bahwa nilai t Stat atau t 
hitung sebesar 34,65 yang lebih besar dari t critical one-tail atau t-tabel yaitu 
1,51. Nilai p-value pada uji tersebut adalah 4,73 x10-12  yang nilainya kurang 
dari p-alpha yaitu 0,05 Hal ini menunjukkan bahwa imobilisasi enzim 
asetilkolinesterase dengan teknik entrapment secara signifikan memiliki 
jumlah enzim terimobilisasi lebih banyak daripada teknik adsorpsi pada waktu 
penyimpanan 5 hari dengan suhu -40C. 
Selanjutnya dilakukan uji t-Test untuk mengetahui perbedaan aktivitas 
enzim terimobilisasi dengan menggunakan teknik entrapment dan adsorpsi. 
Analisa statistik tersebut dilakukan t-Test  dengan tingkat kepercayaan 
sebesar 95%. 
 
 Tabel 4.14 Hasil Analisa t-Test Stabilitas Aktivitas Enzim Terimobilisasi Terhadap 
Waktu Penyimpanan  
  Teknik Entrapment  Teknik Adsorpsi 
Mean 71,66 57,68167 
Variance 0,44564 1,131337 
Observations 6 6 
Pooled Variance 0,788488 
 Hypothesized Mean 
Difference 0 
 Df 10 
 t Stat 27,26581 
 P(T<=t) one-tail 5,1x10
-11
 
 t Critical one-tail 1,812461 
  
Berdasarkan hasil Tabel 4.14 didapatkan data bahwa nilai t Stat atau t 
hitung sebesar 27,26 yang lebih besar dari t critical one-tail atau t-tabel yaitu 
1,812. Nilai p-value pada uji tersebut adalah 5,1x10-11 yang nilainya kurang dari 
p-alpha yaitu 0,05 Hal ini menunjukkan bahwa imobilisasi enzim 
asetilkolinesterase dengan teknik entrapment secara signifikan memiliki 
aktivitas enzim terimobilisasi lebih banyak daripada teknik  adsorpsi setelah 
disimpan selama 5 hari pada suhu -40C. 
Hal ini berkaitan dengan sol-gel yang dapat melindungi enzim selama 
penyimpanan karena sisa air dari proses pembentukan matriks silika dapat 
digunakan enzim untuk mempertahankan aktivitasnya. Enzim membutuhkan 
air dalam kadar tertentu untuk menjaga konformasi strukturnya sehingga 
aktivitasnya dapat dipertahankan. Selain itu, matriks silika pada sol-gel dapat 
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meningkatkan stabilitas enzim terhadap suhu sehinngga aktivitas enzim dapat 
dipertahankan (Bhatia dan Brinker, 2000). 
 
4.8.5 Hasil Uji Akurasi Biosensor  
Akurasi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis 
dengan kadar analit yang sebenarnya yang dinyatakan dalam persen 
(Riyanto, 2014). Secara garis besar, prosedur pengujian akurasi ini dilakukan 
dengan membandingkan nilai mean konsentrasi pestisida ditambahkan atau 
diuji tingkat akurasinya  (X0) dengan nilai mean konsentrasi pestisida dari 
persamaan regresi linear (X1). Nilai mean tersebut berkorelasi dengan 
intensitas warna biru yang dihasilkan oleh biosensor setelah diteteskan 
pestisida. 
 Untuk membuat regresi linear dididapatkan ketika biosensor diteteskan 
pestisida profenofos dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm setelah 
inkubasi selama 20 menit. Kemudian, hasil perubahan warna yang terbentuk 
didokumentasikan dengan menggunakan Scanner EPSON TX121. Hasil 
tersebut selanjutnya dikuantifikasikan menjadi mean yang berkorelasi dengan 
intensitas warna biru yang terbentuk pada biosensor. Setelah itu,  nilai mean 
untuk masing-masing konsentrasi dibuat regresi linear untuk mendapatkan 
persamaan regresi linear.  
Pada uji ini, profenofos yang diberikan yaitu dalam rentang konsentrasi 0-5 
ppm. Konsentrasi 0 ppm dipilih sebagai kontrol yaitu biosensor tanpa residu 
pestisida sedangkan konsentrasi 5 ppm dipilih sebagai batas atas 
dikarenakan nilai Batas Maksmimum  Residu (BMR) profenofos di Indonesia 
adalah 5 ppm. Dimana pada konsentrasi tersebut merupakan batas maksimal 
residu yang diperbolehkan pada sayuran yang bertujuan untuk mencegah 
kemungkinan terjadinya bahaya profenofos untuk konsumen. Konsentrasi uji 
akurasi ini dimulai dari konsentrasi pestisida 3 ppm dikarenakan pada 
konsentrasi 1 dan 2 ppm intensitas warna secara kasat mata tidak jauh beda 
dari kontrol atau biosensor tanpa residu pestisida. Sehingga untuk konsentrasi 
1 dan 2 ppm akan dijadikan sebagai konsentrasi pestisida yang diuji tingkat 
akurasinya (X0) pada regresi linear (X1). 







Tabel 4.15  Hasil Visualisasi dan Rerata Nilai “Mean” untuk Uji Akurasi  
Konsentrasi 
Pestisida  
Hasil Visualisasi Kolorimetri Nilai Mean (a.u) 
0 ppm 
 




























Keterangan: a.u (Arbitary Unit) 
Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Pada tabel tersebut merupakan nilai rerata mean pengujian pestisida 
profenofos dengan konsentrasi  0, 1, 2, 3, 4 dan 5 ppm. Dari rerata nilai mean 
tersebut selanjutnya dijadikan regresi linear atau X1.  Regresi liner dari rerata 
nilai mean tersaji pada Gambar 4.13. 
 
Gambar 4.13 Regresi Linear Rerata Nilai Mean dengan Konsentrasi Pestisida 0, 1, 2, 
3, 4, dan 5 ppm 
 
 
y = 4,4429x + 189,19 


















Konsentrasi Pestisida (ppm) 
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Langkah selanjutnya yaitu membuat pestisida dengan konsentrasi 1 dan 2 
ppm (sebagai X0) yang akan diuji akurasinya. Profenofos dengan konsentrasi 
1 dan 2 ppm diteteskan ke biosensor yang telah dilakukan fabrikasi. 
Kemudian diamati perubahan warna setelah 20 menit dan dilakukan 
dokumentasi dengan menggunakan scanner EPSON TX121. Setelah itu, hasil 
scanner tersebut kemudian dikuantitatifkan menggunakan software image 
editor Adobe Photoshop® CS 3 untuk mendapatkan rerata nilai piksel yang 
berkorelasi dengan persebaran dan intensitas warna biru. Rerata nilai piksel 
ditunjukkan dengan tanda “Mean” yang muncul pada dialog histogram 
(Martinez et. al., 2008). Adapun dokumentasi biosensor yang diintroduksikan 
pestisida dengan konsentrasi 1 dan 2 ppm dapat dilihat pada Tabel 4.16. 
 

























Rata-rata nilai akurasi (%)  85,325% 
Keterangan: a.u (Arbitrary Unit)  
                    Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Pada Tabel 4.16 dapat dilihat bagaimana respon intensitas warna biru 
apabila diberikan pestisida dengan konsentrasi 1 dan 2 ppm. Pada 
konsentrasi 1 ppm nilai mean-nya sebesar 199,53 kemudian pada konsentrasi 
2 ppm nilai mean-nya sebesar 201,48. Nilai mean yang diperoleh kemudian 
dimasukkan ke dalam persamaan yang ada pada regresi linear, yaitu y= 
4,4429x+ 189,19. Sumbu y adalah nilai mean, dan sumbu x adalah nilai 
konsentrasi pestisida (X1). Melalui persamaan tersebut dapat diketahui bahwa 
akurasi pada konsentrasi pestisida 1 ppm adalah 75,10%, dan akurasi pada 
pestisida 2 ppm sebesar 90,35%. Dengan demikian dapat dihitung rerata 
prosentase akurasi alat ini dan diperoleh hasil bahwa nilai akurasi dalam 
mendeteksi keberadaan residu pestisida yakni sebesar 85,325%. Apabila 
dibandingkan dengan literatur  Sakti (2017), dengan penelitian biosensor 
RAPDE sebagai pendeteksi pestisida golongan karbamat nilai akurasi 
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biosensor tersebut adalah 91,91%. Perbedaan ini mungkin dikarenakan 
perbedaan substrat yang digunakan serta teknik imobilisasi enzim 
asetilkolinesterase. Pada literatur tersebut enzim diimobilisasikan dengan 
teknik adsropsi dimana enzim hanya terikat pada platform yang digunakan 
yaitu kertas Whatman No. 1. Kelebihan teknik adsorpsi tersebut adalah difusi 
serta kontak antara enzim dan substrat lebih cepat. Sedangkan pada 
penelitian ini, enzim diimobilisasikan dengan teknik entrapment. Salah satu 
kelemahan dari metode imobilisasi entrapment adalah difusi enzim menjadi 
terbatas karena enzim terperangkap dalam matriks silika sehingga kontak 
antara enzim dan substrat menjadi berkurang (Vamavakiki et al., 2005). 
  
4.8.6 Uji Residu Pestisida Pada Sayuran 
Uji ini dilakukan untuk mengetahui aplikasi biosensor dalam mendeteksi 
residu pestisida pada sayuran selada. Sayur selada dipilih karena menurut 
Gonzalez et al. (2007), tanaman selada memiliki budidaya tanam yang relatif 
pendek yaitu 4-5 minggu. Selain itu, selada sangat rentan atau mudah rusak 
akibat serangan hama. Sehingga, para petani cenderung memberikan 
pestisida dengan jumlah yang lebih banyak pada selada dibandingkan dengan 
sayuran lain. Di lain pihak, konsumsi selada biasanya dalam bentuk segar 
yaitu sebagai salad atau gado-gado sehingga meningkatkan resiko keracunan 
apabila pada selada tersebut ditemukan residu pestisida dalam jumlah yang 
besar.  
Uji ini dilakukan dengan dua macam yaitu uji pada sayur selada organik 
dan selada yang diambil secara acak di Pasar Dinoyo. Pada uji selada organik 
dilakukan untuk mengetahui tingkat akurasi biosensor dalam mendeteksi 
residu pestisida pada sayur selada. Sedangkan uji pada selada yang diambil 
dari pasar dilakukan untuk mengetahui paparan residu pestisida dalam sayur 
selada yang dijual di Pasar Dinoyo. 
 
1. Uji Residu Pestisida Profenofos pada Selada Organik  
Tahapan yang dilakukan pada uji ini yaitu dilakukan dengan cara sayuran 
selada organik merek Kaliandra ditimbang sebanyak 5 gram dan disemprot 
dengan 5 ml pestisida merek Callicron (bahan aktif profenofos) dengan 
konsentrasi 0, 1, 5,10, dan 25 ppm. Kemudian dilakukan inkubasi selama 24 
jam di suhu ruang agar pestisida terserap pada sayuran. Kemudian selada 
dilakukan pencacahan dan direndam pada buffer Tris-Cl 20 mM pH 7,5 
dengan volume 5 ml selama 15 menit. Tujuannya yaitu untuk melarutkan 
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residu pestisida pada selada. Selanjutnya rendaman buffer tersebut diambil 
sebanyak 15 µl yang diberikan sebanyak 4 kali dengan rentang waktu 5 menit. 
Kemudian, diamati perubahan warna pada biosensor selama 20 menit dan 
dilakukan dokumentasi dengan menggunakan scanner EPSON TX121. 
 















































Rata-rata nilai akurasi (%)     73,52 
Keterangan: a.u (Arbitrary Unit)  
                    Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Pada Tabel 4.17 didapatkan hasil bahwa biosensor dapat mendeteksi 
pestisida pada selada organik pada tingkat rata-rata nilai akurasi sebesar 
73,52%. Apablia dibandingkan dengan nilai akurasi biosensor yang diteteskan 
pestisida secara langsung yaitu 85,325% maka nilai akurasi biosensor yang 
diaplikasikan di sayur selada organik lebih rendah. Hal ini mungkin 
dikarenakan adanya degradasi pestisida selama penyimpanan di suhu ruang 
selama 24 jam. Degradasi tersebut dipengaruhi oleh volatilitas dari profenofos 
selama penyimpanan sayur (Miskiyah dan Munarso, 2009).   
Sedangkan residu pestisida yang ditemukan di selada dan sayuran lain 
biasanya terdapat pada bagian lapisan lilin pada daun sayuran. Setelah 
aplikasi penyemprotan pestisida pada sayuran, pestisida tersebut akan 
teradsorpsi pada lapisan atas sayuran, kemudian berdifusi menuju lapisan lilin 
dari kutikula dan terserap pada sel-sel yang ada pada sayuran tersebut. Hal 
tesebut menyebabkan adanya residu pestisida di dalam sayuran (Gonzales et 






2.  Aplikasi Deteksi Pestisida pada Sayuran di Pasar Dinoyo  
     Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan biosensor untuk 
melakukan deteksi residu pestisida pada sayuran selada yang dijual di 
pasaran. Sampel sayur selada diambil dari 5 pedagang sayur yang ada di 
Pasar Dinoyo. Berikut merupakan hasil aplikasi deteksi pestisida pada 
sayuran yang dijual di pasar. 
 






















193,46 ± 1,07 
 
 


































Keterangan: a.u (Arbitrary Unit)  
                    Setiap data yang tercantum merupakan rerata dari dua kali ulangan 
 
Berdasarkan Tabel 4.11 dapat diketahui bahwa sampel selada yang dijual 
di pasar Dinoyo yang diambil secara acak, 3 diantara 5 sampel selada 
terdapat residu pestisida yaitu pada sampel yang dijual pedagang 1, 3 dan 4. 
Hal tersebut dibuktikan dengan semakin pudarnya intensitas warna biru pada 
zona reaksi setelah diteteskan buffer hasil rendaman sayur selada. Dari ke- 5 
sampel, sampel selada yang dijual oleh pedagang 3 memiliki intensitas warna 
biru yang paling terang dibandingkan dengan kontrol dan sampel sayur selada 
lain. Jika dilihat dari nilai “mean” dan konsentrasi pestisida berdasarkan 
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regresi linear, sampel selada 3 juga memiliki nilai residu pestisida paling tinggi 
yaitu 3,900 ppm. Akan tetapi, konsentrasi residu pestisida tersebut masih 
dibawah batas residu maksimum (BMR) untuk pestisida profenofos yang 
ditetapkan oleh SNI yaitu 5 ppm. 
Apabila dibandingkan dengan literatur yang dilakukan pengujian residu 
pestisida pada sayuran selada di daerah Lampung dengan menggunakan GC-
MS terdapat beberapa sampel yang mengandung residu pestisida sebanyak 
3,02 ppm; 0,79 ppm; 1,67 ppm (Dalimunthe, 2012). Hasil uji residu pestisida 
pada sampel ini tidak jauh berbeda dengan literatur tersebut sehingga dapat 
dikatakan bahwa biosensor ini memiliki kemampuan semi-kuantitatif yang 
cukup baik dalam mendeteksi residu pestisida profenofos pada sayuran 
selada. 
 
